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Die Erforschung der Immunzellen sowie der immunregulatorischen Moleküle im 
Haushuhn (Gallus gallus domesticus) stellt ein bedeutsames Wissenschaftsfeld 
dar und ist Schwerpunkt vieler Forschungsarbeiten. Insbesondere für die 
Geflügelindustrie ist es von großer Relevanz, durch das Verständnis des 
Immunsystems, die Tiergesundheit sowie die Leistungskapazität der Tiere zu 
erhalten und zu fördern.  
 
Das aviäre Immunsystem unterscheidet sich in einigen Aspekten von dem der 
Säuger, wie dem Fehlen klassischer Lymphknoten im peripheren lymphatischen 
Gewebe [1]. Zudem können die Immunglobuline (Ig) IgE sowie IgD im aviären 
Immunsystem nicht nachgewiesen werden. Das Pendant des IgG beim Säuger 
wird durch IgY im Huhn dargestellt und besitzt im Gegensatz zu IgG keine 
Subklassen [2]. Des Weiteren weisen Vögel deutliche Unterschiede in der 
Komplexität der Gene des Haupt-Histokompatibilitätskomplexes (MHC) [3] und in 
der Generierung der Immunglobulindiversität auf [4-6]. Hervorzuheben ist 
außerdem der im Vergleich zum Säuger hohe Anteil an γδ T-Zellen in der 
Peripherie [7]. Die genaue Regulation und Funktion dieser Zellen ist noch nicht 
bekannt. 
 
Zytokine sind sezernierte Proteine, welche eine Vielzahl von biologischen 
Aktivitäten regulieren. Sie stellen eine Schlüsselrolle in der Modulation der 
Immunantwort dar. Zu den Zytokinen zählen die Interleukine (IL), die Interferone 
(IFN), die Colony Stimulating Factors, die Transforming Growth Factors, die 
Tumor Necrosis Factor Superfamilie sowie die Chemokine. Das Verständnis ihrer 
immunmodulatorischen Aktivität im Huhn ist von großer Bedeutung, zum Beispiel 
für die Verbesserung von Impfungen. Die Identifizierung und Charakterisierung 
von homologen Zytokinmolekülen im Huhn ist jedoch schwierig. Durch den 
evolutionsbedingten Abstand besteht nur eine geringe Übereinstimmung der 
Aminosäuresequenz zu den Zytokinen der Säuger [8]. Durch fehlende 
Kreuzreaktivität können Antikörper und Bioassays gegen Zytokine der Säuger in 
der Regel nicht verwendet werden. Der hoch konservierte Transforming Growth 
Factor β konnte aufgrund homologer Gensequenzen als eines der ersten 
Hühnerzytokine identifiziert werden [9]. Durch das Nutzen von Expressed 
Sequence Tag (EST) cDNA-Bibliotheken wurden viele weitere Zytokine im 
Haushuhn identifiziert [10-12]. Dazu zählen auch die Mitglieder der Interleukin-17 
(IL-17) Zytokinfamilie [11, 13, 14].  
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Die IL-17 Zytokine stehen im Fokus intensiver Forschung. Aus der Zytokinfamilie 
sind IL-17A und IL-17F am besten charakterisiert. Im Säuger mediieren sie 
proinflammatorische Prozesse und spielen eine wichtige Rolle in der 
Wirtsabwehr, insbesondere bei einer Infektion mit extrazellulären Bakterien [15, 
16], Pilzen [17] oder Parasiten [18]. Fünf homologe IL-17 Zytokine sind im 
Genom des Haushuhnes identifiziert [8]. Daraus wurden gallus gallus (gg) IL-
17A, gg IL-17F und gg IL-17D bisher weiter untersucht [11, 13, 14]. Die genauen 
Funktionen und Regulationen sowie die Rezeptoren der Hühner IL-17 Zytokine 
sind bislang jedoch weitgehend unerforscht. Bisherige Erkenntnisse weisen auf 
eine vergleichbare immunregulatorische Wirkung der IL-17 Zytokine im 
Haushuhn hin. Die Generierung gg IL-17A- sowie gg IL-17F- spezifischer 
monoklonaler Antikörper stellt eine wichtige Voraussetzung dar, die 
immunmodulatorische Aktivität sowie die zelluläre Herkunft der IL-17 Zytokine im 





Bisherige Methoden der zytokinspezifischen Antikörpergewinnung basieren auf 
der Immunisierung mit löslichen Proteinen.  
Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Etablierung einer neuartigen Methode, 
wobei Zytokine über einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker auf der 
Oberfläche eukaryotischer Zellen fixiert wurden. Diese Zellen wurden für die 
Immunisierung und das Screening der Hybridome genutzt.  
Mit dieser neuartigen Immunsierungsstrategie sollten im Folgenden monoklonale 
Antikörper (mAK) gegen gg IL-17A und gg IL-17F generiert werden. 
Schließlich sollten die generierten mAK auf ihre Spezifität sowie für ihre 
Verwendung in der intrazytoplasmatischen Färbung von nativen IL-17 Zytokinen 





3.1 IL-17 Zytokine beim Säuger 
3.1.1 IL-17 Familie 
Die Familie der IL-17 Zytokine umfasst sechs Mitglieder: IL-17A, IL-17B, IL-17C, 
IL-17D, IL-17E (auch IL-25 genannt) und IL-17F [19-21]. Die Gensequenz für 
IL-17A wurde als erstes in einer cDNA-Bibliothek von Hybridomzellen muriner 
zytotoxischer T-Lymphozyten isoliert und danach zytotoxisches T-Lymphozyten-
Antigen (CTLA-8) benannt [22, 23]. IL-17A weist eine Aminosäurehomologie von 
57 % zum offenen Leserahmen (ORF) 13 des T-Zell-lymphotropen Herpes Virus 
Saimiri auf [24]. Die weiteren Mitglieder der IL-17 Familie konnten aufgrund 
homologer Sequenzen zu IL-17A identifiziert werden, sie sind in ihrer 
Aminosäuresequenz zu 20-50 % identisch mit IL-17A [25]. Die IL-17 Zytokine 
zeigen keine Übereinstimmung mit der Gensequenz anderer bekannter 
Säugerproteine und repräsentieren eine abgegrenzte Zytokinfamilie [21]. Sie 
konnten in allen bis jetzt untersuchten Wirbeltieren isoliert werden [21]. In 
Zebrafischen wurden sieben und im Meerneunauge fünf homologe 
Gensequenzen zu Säuger IL-17 Zytokinen identifiziert. Es handelt sich demnach 
um hoch konservierte Zytokine, welche sehr früh in der Evolution aufgetreten 
sind [26, 27]. Die IL-17 Zytokine von Mensch und Maus sind zu 62-88 % homolog 
[20]. Innerhalb der IL-17 Zytokine besitzen IL-17A und IL-17F die höchste 
Homologie mit einer Übereinstimmung von 50 % der Aminosäuresequenz [20]. 
Sie sind in allen Spezies eng miteinander verknüpft und auf dem gleichen 
Chromosom in synthenischen Genregionen kodiert (Mensch: Chromosom 6, 
Maus: Chromosom 1, Ratte: Chromosom 9) [19, 20]. Ihre biologische Aktivität 
und Regulation ist von allen IL-17 Zytokinen am besten untersucht. Sie besitzen 
aufgrund ihrer proinflammatorischen und immunregulatorischen Wirkung einen 
wichtigen Stellenwert innerhalb der IL-17 Zytokine. Die restlichen IL-17 
Familienmitglieder weisen eine geringere Homologie von 16-30 % zu IL-17A auf 
und werden auf unterschiedlichen Chromosomen kodiert [20]. IL-17E (IL-25) 
besitzt mit 16 % die geringste Übereinstimmung zu IL-17A [21] und nimmt durch 
seine Beteiligung an einer T-Helferzell-2-mediierten Immunantwort eine Sonder-
stellung innerhalb der IL-17 Familie ein [28]. IL-17B, IL-17C und IL-17D weisen 
ebenfalls proinflammatorische Effekte auf. Sie sind jedoch weitgehend 
unerforscht [29, 30].  
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3.1.2 Struktur der IL-17 Zytokine 
IL-17 Zytokine werden als dimere Proteine gebildet. Sie repräsentieren 
strukturelle Homologe zu den Proteinen mit einem Zysteinknoten [20, 31]. Dieses 
strukturelle Motiv ist sehr stabil und tritt in vielen Proteinen auf. Dazu zählen die 
Wachstumsfaktoren, wie der Transforming Growth Factor β (TGF-β), der 
Nervenwachstumsfaktor-β, der Platelet-Derived-Growth-Factor-BB, das humane 
Choriongonadotropin oder die Knochenmorphogenetischen Proteine [32, 33]. In 
diesen Proteinen besteht der Zysteinknoten aus sechs Zysteinresten, welche drei 
Disulfidbrücken ausbilden. Die Struktur des Zysteinknotens in den IL-17 
Zytokinen wurde in IL-17F charakterisiert [31, 34]. Die Aminosäuresequenzen der 
IL-17 Zytokine weisen sechs Zysteinreste auf. Vier dieser Zysteinreste sind 
zwischen allen Familienmitgliedern der bisher untersuchten Spezies hoch 
konserviert. Im Gegensatz zu den Wachstumsfaktoren wird der Zysteinknoten in 
den IL-17 Zytokinen nicht aus sechs, sondern aus diesen vier Zysteinresten 
gebildet, welche zwei Disulfidbrücken ausbilden [31]. Eine Ausnahme bildet das 
IL-17B, das zwar ebenfalls die vier Zysteinreste aufweist, aber als eng 
assoziiertes nicht-kovalentes Dimer ohne Disulfidbrücken freigesetzt wird [35]. 
IL-17A und IL-17F können als Homodimere oder als IL-17A/IL-17F-Heterodimere 
[36, 37] nachgewiesen werden [23, 38]. Für die restlichen IL-17 Zytokine sind 




3.1.3 Bildung der IL-17 Zytokine 
3.1.3.1 IL-17A, IL-17F 
Die aktivierten T-Lymphozyten, insbesondere die Th17-Zellen, stellen in der 
adaptiven Immunantwort die wichtigste Quelle des IL-17A und IL-17F dar [19, 
39]. In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass beide Zytokine ebenfalls durch 
eine Vielzahl von Zellen des angeborenen Immunsystems gebildet werden und 
somit sehr früh während einer Immunantwort wirken.  
 
Die CD4+ αβ Th17-Zellen stellen neben den Th1- und Th2-Zellen eine 
abgegrenzte Gruppe der T-Helferzellen (Th) dar [40, 41] (Abbildung1, Seite 7). 
Sie sind als CD3+, CD4+, CD8-, CD45RBlow, CD44high und CD62Llow charakterisiert 
und hauptsächlich in mukosalem Barrieregewebe, wie der Lamina propria des 
Darmes, lokalisiert [42]. Neben IL-17A, IL-17F gehören IL-21 und IL-22 zu ihren 
Effektormolekülen. Die Differenzierung der Th17-Zellen wird durch IL-6 und 
TGF-β induziert [43-45]. Aufrechterhalten und amplifiziert wird die Th17-Reaktion 
durch IL-1 und IL-23 [46, 47]. TGF-β induziert ohne inflammatorische Umgebung 
die Expression von Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3) [48, 49], ein essentieller 
Transkriptionsfaktor der regulatorischen CD4+ CD25+ T-Zellen (Treg) [45, 50-52]. 
Im Falle eines Entzündungsgeschehens stimuliert IL-6 mit TGF-β die Expression 
der Transkriptionsfaktoren Retinoid-Related Orphan Receptor γt (RORγt) [53] 
sowie RORα und somit die Ausdifferenzierung von Th17-Zellen [21, 45, 46] 
(Abbildung 1, Seite 7). IL-6 stimuliert die Aktivierung des Signal Transducer and 
Activator of Transcription 3 (STAT3) [54]. Dieser bindet direkt an den IL-17 
Promotor und induziert die Expression des RORγt und RORα. IL-6 stimuliert über 
STAT3 zudem die Expression des IL-1-Rezeptors (IL-1R) [55]. IL-1 erhöht die 
Expression von RORγt und ist für die Aufrechterhaltung der IL-17-Sekretion in 
der frühen Phase von Bedeutung. Die Differenzierung der Th17-Zellen wird durch 
den Tumor Necrosis Factor α (TNF-α) weiter verstärkt [46]. Neben IL-6 wird eine 
Aktivierung von Th17-Zellen durch TGF-β zusammen mit IL-21 induziert. IL-21 
wird durch aktivierte Th1-, Th2- und vor allem Th17-Zellen selbst freigesetzt und 
wirkt als autokriner Verstärker der Th17-Antwort [56]. Die Expression von IL-21 
wird durch die Aktivierung des T-Zellrezeptors (TCR) und IL-6 stimuliert [56]. 
IL-23 stimuliert reife CD4+ Th17-Zellen für die Produktion von IL-17A und IL-17F 
[45, 47]. Die Expression des induzierbaren Anteils des IL-23-Rezeptors (IL-23R) 
erfolgt nach Aktivierung durch TGF-β und IL-6 oder IL-21 [43, 44] sowie IL-1 [55]. 
Des Weiteren aktiviert IL-23 über STAT4 [57] die Expression der Liganden 
bindenden Untereinheit α des IL-18-Rezeptors. Vergleichbar zu Th1-Zellen, ist 
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eine Amplifikation der Th17-Antwort über IL-18 wahrscheinlich [21]. IL-27 hemmt 
die Th17-Antwort [58]. Es aktiviert, wie IFN-γ, STAT1, was den Suppressor of 
Cytokine Signaling 3 (SOCS3) induziert. SOCS3 hemmt die Phosphorylierung 
von STAT3 [59]. IL-27 wirkt potenter und unabhängig von IFN-γ auf Th17-Zellen 
[58]. Zudem besteht der IL-27-Rezeptor aus dem IL-27Rα und dem Glykoprotein 
gp130 [21]. Gp 130 ist ebenfalls Untereinheit der IL-6-Rezeptoren. IL-27 und IL-6 
wirken, durch kompetitive Hemmung für gp130, antagonistisch auf naive 
T-Zellen. Die Th1- und Th2- typischen Zytokine IFN-γ und IL-4 besitzen ebenfalls 
einen inhibitorischen Effekt auf die Entwicklung der Th17-Zellen [40, 60]. 
Abbildung 1: Differenzierungswege naiver CD4
+
 T- Zellen 
Die Entwicklung der CD4
+
 Effektor-T-Zellen Th1, Th2, Th17 und Treg durch die 
Aktivierung des TCR und ihrer stimulierenden Zytokine ist dargestellt. Der hemmende 
Effekt von IL-27 auf Th17 ist durch einen senkrechten Strich verdeutlicht. In den Zellen 
werden die zellspezifischen Transkriptionsfaktoren gezeigt. Die von den aktivierten 
T-Zellen gebildeten Effektormoleküle sind unterhalb der jeweiligen Zellpopulation 
aufgeführt. Th9 und follikuläre Th sind in der Abbildung nicht berücksichtigt. 
 
Neben den klassischen CD4+ αβ Th17-Zellen, ist die Expression von IL-17F in 
aktivierten CD4+ αβ Th2-Zellen nachgewiesen [61].  
 
Zudem kann eine definierte Population nicht-zytotoxischer CD8+-T-Zellen nach 
Aktivierung IL-17A bilden [62]. Die Kombination aus IL-6 und TGF-β stimuliert die 
Expression von RORγt. Dies lässt auf eine vergleichbare Regulation der IL-17-
Transkription wie in den Th17-Zellen schließen [62]. 
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Eine bedeutsame IL-17A- und IL-17F- produzierende Zellpopulation stellen die 
γδ T-Zellen dar. Bei Maus und Mensch umfasst der Anteil der γδ T-Zellen nur 1-5 
% der gesamten Lymphozyten [63]. Durch die Expression von Toll-ähnlichen 
Rezeptoren (TLR) weisen sie Charakteristika des angeborenen Immunsystems 
auf [64]. Sie sind damit für die erste Immunabwehr von Bedeutung und 
insbesondere an der Schleimhautbarriere des Darmes, der Lunge oder der Haut 
lokalisiert [39]. In den ersten Phasen einer Infektion, noch bevor es zu einer 
antigenspezifischen Aktivierung der CD4+ αβ T-Zellen kommt, stellen γδ T-Zellen 
eine wichtige IL-17A- und IL-17F- produzierende Zellpopulation dar [65, 66]. Sie 
können IL-17 Zytokine innerhalb der ersten 24 h ohne Antigenkontakt freisetzen 
[67]. Stark et al. charakterisierten die IL-17- bildenden γδ T-Zellen als CD3+, CD4-
, CD8-, CD45RBlow, CD44high und CD62Llow [42], wodurch sie Charakteristika von 
ausdifferenzierten Effektor-Gedächtniszellen aufweisen [68]. Die untersuchten 
IL-17-positiven Zellen weisen einen TCR Vγ4 oder TCR Vγ6 auf [66, 68]. IFN-γ+ 
Vγ1 γδ T-Zellen und IL-17+ γδ T-Zellen stellen unterschiedliche Zellpopulationen 
dar [68], welche durch die Expression von CD27 [69] und dem Chemokinrezeptor 
6 (CCR6) unterschieden werden können. Im Selektionsprozess des Thymus wird 
festgelegt, ob sich die γδ T-Zellen in CD27+, CCR6-, CD44low, CD62Lhigh, IFN-γ+ 
oder in CD27-, CCR6+, CD44high, CD62Llow, IL-17+ Zellen entwickeln [64, 69]. Eine 
kleine Zellpopulation IL-17-/IFN-γ-doppelt positiver γδ T-Zellen wurde auch 
nachgewiesen [66]. γδ T-Zellen benötigen im Vergleich zu den αβ T-Zellen keine 
aktivierenden Mechanismen aus TCR und IL-6, IL-21 und TGF-β [69], sie 
exprimieren konstitutiv den IL-23R, den IL-1R und RORγt [53]. Die IL-17-
Produktion der γδ T-Zellen kann allein durch IL-1 oder IL-23 [65, 66] oder die 
Aktivierung der TLRs [67] stimuliert werden.  
 
Die Zellen des angeborenen Immunsystems sind, neben den γδ T-Zellen, für 
eine schnelle Freisetzung der IL-17 Zytokine von Bedeutung. 
Natürliche Killer-T-Zellen (NKT) produzieren IL-17A innerhalb der ersten 24 h 
nach einer Infektion [70]. Sie befinden sich in den peripheren lymphatischen 
Organen [71]. NKT exprimieren einen TCR für die Erkennung von Glykolipiden 
auf dem MHC-ähnlichen CD1 sowie Natürliche Killerzell (NK)-Marker. IL-17+ NKT 
sind NK1.1-. Sie exprimieren konstitutiv den IL-23R, den IL-1R und RORyt [70]. 
Die Expression von IL-17A erfolgt durch eine Aktivierung mit IL-23 oder IL-1 und 




Eine schnelle Freisetzung von IL-17A erfolgt aus aktivierten neutrophilen 
Granulozyten [72]. Li et al. zeigten, dass neutrophile Granulozyten die 
Hauptquelle von IL-17A während eines ischämischen Reperfusionssyndroms der 
Niere darstellen [73]. IL-17F kann in basophilen Granulozyten nachgewiesen 
werden [61]. Es ist nicht bekannt, ob die Granulozyten einen IL-23R oder RORγt 
exprimieren [74]. 
 
Die insbesondere in mukosalen Barrieren des Darmes lokalisierten Innate 
Lymphoid Cells (ILCs) werden entsprechend ihrer Zytokinexpression und ihrer 
Transkriptionsfaktoren in ILC1, ILC2 und ILC3 eingeteilt. ILC3 exprimieren RORγt 
und sezernieren nach Stimulation mit IL-23 und IL-1 IL-17A und IL-17F [75, 76]. 
Zu den ILC3 zählen ebenfalls die Lymphoid Tissue inducer-like cells (LTi-like 
cells). Sie unterscheiden sich durch ihre Expression von Molekülen, wie 
Lymphotoxin-α (LT-α) oder LT-β, für die Organisation des lymphatischen 
Gewebes. Takatori et al. identifizierten LTi-like cells in der Milz, welche konstitutiv 
RORyt und den IL-23R exprimieren. Nach Stimulation mit IL-23 bilden sie IL-17A, 
IL-17F und IL-22 [77].  
 
Mastzellen produzieren IL-17A und IL-17F infolge verschiedener 
inflammatorischer Stimuli, wie TNF-α, Lipopolysacchariden, IgG-Komplexen oder 
dem Komplementfaktor C5A [78]. 
 
Zusätzlich zu den Zellen des Immunsystems setzen Epithelzellen in 
proinflammatorischen Prozessen eine Vielzahl von Zytokinen frei. In Epithelzellen 
des Darmes [16] und der Lunge [79] ist eine Expression von IL-17F 
nachgewiesen. Beide IL-17 Zytokine induzieren eine weitere Stimulation der 
Epithelzellen [76].  
 
Paneth-Körnerzellen sind spezialisierte Epithelzellen am Boden der 
Lieberkühndrüsen und zählen durch ihre Expression von Pattern Recognition 
Receptors (PRR) und der Sekretion antimikrobieller Peptide aus ihren Granula 
zum angeborenen Immunsystem [80]. Die Expression von IL-17A ist konstitutiv 
nachweisbar. TNF-α stimuliert eine schnelle Freisetzung von IL-17A aus den 
Granula der Paneth-Zellen [81]. 
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3.1.3.2 IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25) 
IL-17B und IL-17C können nicht in Lymphozyten nachgewiesen werden [29]. 
IL-17C wird nach Aktivierung der TLRs oder Stimulation mit TNF-α und IL-1 aus 
Epithelzellen freigesetzt [76, 82]. Eine hohe Expression von IL-17C ist in 
Epithelzellen der Haut, des Darmes und der Lunge nach Infektion mit 
Staphylococcus auerus (S. aureus), Escherichia coli, Citrobacter rodentium (C. 
rodentium) beziehungsweise Mycoplasma pneumoniae nachweisbar [82].  
 
Die mRNA des IL-17B ist in vielen Organen, wie Hoden, Dünndarm, Magen oder 
Pankreas und zu geringen Mengen in Prostata, Ovar, Uterus oder Dickdarm, 
nachweisbar [29, 35]. Die höchste Expression von IL-17B ist in Chondrozyten 
und Neuronen detektierbar [35, 83].  
 
Eine Expression von IL-17D kann ebenfalls in vielen Geweben, wie der 
Skelettmuskulatur, dem Fettgewebe, der Lunge, dem Herzen, dem Gehirn und 
dem Pankreas, nachgewiesen werden. Geringe Mengen sind in ruhenden CD4+ 
T-Zellen oder CD19+ B-Zellen detektierbar [30]. In aktivierten CD4+ T-Zellen oder 
CD19+ B-Zellen sowie in CD8+ T-Zellen ist es nicht nachweisbar [30]. 
 
IL-17E ist auf mRNA-Ebene insbesondere im mukosalen Gewebe des 
Gastrointestinaltraktes und des Uterus hoch exprimiert [84]. Es wird durch Th2-
Zellen [84] sowie aktivierte Mastzellen [85] gebildet. IL-17E mRNA wurde 
ebenfalls in eosinophilen Granulozyten, basophilen Granulozyten, 
Alveolarmakrophagen, Mikrogliazellen, Epithelzellen und Endothelzellen 
nachgewiesen [64].   
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3.1.4 Rezeptoren der IL-17 Zytokine 
Die Familie der IL-17-Rezeptoren (IL-17R) umfasst fünf Mitglieder: IL-17RA, 
IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD und IL-17RE [19]. Sie repräsentieren eine eigene, 
abgegrenzte Familie der Zytokinrezeptoren [19, 21]. Die Gene der Rezeptoren 
sind hochkonserviert mit einer Homologie von 68-90 % zwischen humanen und 
murinen IL-17 Rezeptoren [20]. Es sind sechs Homologe des IL-17 Rezeptors im 
Genom des Meerneunauges und drei im Genom des Zebrafisches nachgewiesen 
[26, 27]. Die Rezeptoren bestehen aus einer extrazellulären Fibronektin III-
ähnlichen Domäne, einem transmembranösen Anteil und einer langen intrazellu-
lären Domäne [21]. Intrazytoplasmatisch weisen alle Rezeptoren eine gemein-
same Subdomäne, die so genannte Similar Expression to Fibroblast Growth Fac-
tor Genes and IL-17R (SEFIR), auf [86] (Abbildung 2, Seite 13). Diese besitzt 
konservierte Sequenzmotive der Toll-ähnliche/IL-1R-Domäne (TIR). Die Signal-
wege der Rezeptoren sind für den IL-17RA genau untersucht. SEFIR interagiert 
intrazellulär mit der E3 Ubiquitinligase Act1 [87]. Act1 vermittelt die Bindung und 
Ubiquitinylierung des Tumor Necrosis Factor Receptor associated Factor 6 
(TRAF 6) sowie die Rekrutierung der TGF-β aktivierten Kinase 1 (TAK1) [88, 89]. 
Dies induziert die Aktivierung der Signalwege des Nuclear Factor kappa B (NF-
ҡB) und der Mitogen aktivierten Kinasen (MAPK) p38, ERK1, ERK2 und c-JNK 
[90, 91]. Die Aktivierung der MAPK induziert die Aktivierung des Aktivator-Protein 
1 (AP-1). Zudem werden die Transkriptionsfaktoren CCAAT/Enhancer-Binding-
Protein β (C/EBPβ) und C/EBPδ aktiviert [92]. Letztlich führt dies zur Expression 
von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, wie IL-6 [20]. Die MAPK-
Signalwege sind weniger für die direkte Aktivierung der IL-17 induzierten Genex-
pression, als vielmehr in der Regulierung dieser Genexpression durch die Kon-
trolle der mRNA-Stabilität wichtig. MAPK stabilisieren die mRNA durch Hemmung 
von Destabilisierungs-Proteinen, welche AU-reiche Regionen im mRNA-
Transkriptom binden und den Abbau induzieren [93]. Im Falle von IL-17RA reicht 
die SEFIR-Subdomäne für eine intrazelluläre Weiterleitung der Aktivierung nicht 
aus. Der Rezeptor benötigt ein weiteres kurzes Motiv am C-terminalen Ende der 
SEFIR-Domäne, die TIR-like loop (TILL). Diese besitzt homologe Strukturen der 
TIR-Domäne, genannt BB loop [93]. Mögliche Signalmoleküle für die Interaktion 
mit TILL sind nicht bekannt. Die Tatsache, dass TILL nur in IL-17RA identifiziert 
wurde, kann die Beteiligung des IL-17RA an den bis jetzt bekannten heterodime-
ren IL-17-Rezeptorkomplexen erklären. Die intrazellulären Signalwege der weite-
ren IL-17-Rezeptoren sind nur in Teilen untersucht.  
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Die IL-17-Rezeptoren bilden dimere Rezeptorkomplexe. Jedes IL-17 Zytokin bin-
det an einen spezifischen Rezeptorkomplex [94] (Abbildung 2, Seite 13). Wie die 
Rezeptoren miteinander interagieren, um funktionsfähige Komplexe zu bilden 
und wie sie in der Zelle vorliegen, ist nocht nicht bekannt. 
 
Mit der Ausnahme von IL-17RA weisen alle Rezeptoren alternative Splicevarian-
ten auf [95, 96]. Dies führt zu einer Verschiebung des Leserahmens und zu der 
Entstehung von Stopcodons. Es entstehen lösliche Proteine, welche keine 
transmembranöse oder intrazytoplasmatische Domäne besitzen und IL-17 mög-
licherweise abfangen können [20]. Die biologische Funktion der löslichen IL-17-
Rezeptorvarianten ist noch nicht weiter untersucht. 
3.1.4.1 IL-17RA, IL-17RC 
Der Rezeptorkomplex aus IL-17RA und IL-17RC bindet IL-17A, IL-17F sowie das 
IL-17A/IL-17F-Heterodimer [97, 98]. Die Rezeptoruntereinheiten weisen Unter-
schiede in ihrer Verteilung und Affinität auf. IL-17RA besitzt eine hundertfach 
höhere Affinität für IL-17A als für IL-17F [31]. Die Affinität für das IL-17A/IL-17F-
Heterodimer liegt zwischen IL-17A und IL-17F [99]. Der humane IL-17RC bindet 
humanes IL-17C mit höherer Affinität als IL-17A, während der murine IL-17RC 
nur mit murinem IL-17F und nicht mit IL-17A interagiert [93, 97]. Ohne die 
IL-17RC-Rezeptoreinheit bindet IL-17A zwar an IL-17RA, jedoch mit geringer 
Affinität. IL-17RA ist ubiquitär exprimiert, insbesondere auf haematopoetischen 
Zellen wie B-Zellen, T-Zellen, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, aber 
auch auf nicht-haematopoetischen Zellen, wie Osteoblasten, Chondrozyten, Fib-
roblasten, Endothelzellen und Epithelzellen. IL-17RC ist auf nicht-
haematopoetischen Zellen hochexprimiert und nur in geringen Mengen auf hae-
matopoetischen Zellen nachweisbar [16, 97]. Dies erklärt die primäre Rolle der 
IL-17A und IL-17F Zytokine auf nicht-haematopoetische Zellen, während die Wir-
kung auf haematopoetische Zellen limitiert ist. Ob IL-17RA als homodimerer 
Komplex auf haematopoetischen Zellen vorliegt oder einen Komplex mit einem 
unbekannten Molekül eingeht, ist nicht bekannt. Es ist noch nicht untersucht, wie 
IL-17RA und IL-17RC vor Bindung der Liganden in der Zelle organisiert sind. Bis 





3.1.4.2 IL-17RB, IL-17RD, IL-17RE 
Der IL-17RB kann auf RNA-Basis in endokrinem Gewebe, Leber, Niere, Pan-
kreas, Hoden, Dünn- und Dickdarm nachgewiesen werden [35]. Zudem ist die 
Expression des IL-17RB in Th2-Zellen, Th9-Zellen, naiven CD4+ T-Zellen, in 
NKT-Zellen, sowie den IL-17E-sensitiven Nicht-B-Zell/Nicht-T Zell CD117+-Zellen 
detektierbar [92]. IL-17RB bindet IL-17B [35]. Es ist nicht bekannt, ob IL-17RB 
hierfür ebenfalls einen dimeren Komplex bildet. Die intrazellulären Signalwege 
der IL-17B Aktivierung sind noch nicht erforscht. Der Rezeptorkomplex aus 
IL-17RB und IL-17RA bindet IL-17E [100]. IL-17E stimuliert, TRAF6 abhängig, 
NF-ҡB sowie die Signalwege der MAPKs [92]. Im Gegensatz zu IL-17RA weist 
IL-17RB ein TRAF6-bindendes Motiv in der intrazytoplasmatischen Domäne auf 
[93]. Die Bindung von TRAF6 an die intrazelluläre IL-17RB Domäne aktiviert 
ebenfalls NF-ҡB [83]. 
 
Die Expression von IL-17RD ist in Endothelzellen, Epithelzellen und im Muskel-
gewebe nachgewiesen [83]. Rong et al. zeigten, dass IL-17RD mit IL-17RA inter-
agieren kann [101]. Zudem kann IL-17RD Homodimere bilden [93]. Der Ligand 
sowie die biologische Bedeutung des IL-17RD sind noch nicht bekannt. 
 
IL-17RE bindet als Komplex mit IL-17RA, IL-17C. Dies aktiviert intrazellulär 
NF-ҡB [83]. Die höchste Expression des IL-17RE wird im mukusalem Gewebe 
des Darmes und der Lunge nachgewiesen [82]. Der Rezeptor für IL-17D ist noch 
nicht identifiziert. 
Abbildung 2: IL-17-Rezeptoren 
Die Bindung der IL-17 Zytokine an ihre Rezeptorkomplexe ist dargestellt. IL-17A, IL-17F 
und das IL-17A/IL-17F-Heterodimer binden an den IL-17RA/IL-17RC-Komplex. Eine 
Bindung von IL-17B an IL-17RB ist nachgewiesen. IL-17C bindet an den 
Rezeptorkomplex IL-17RA/IL-17RE. Der Komplex aus IL-17RA /IL-17RB bindet IL-17E. 
Der Rezeptor für IL-17D sowie der Ligand von IL-17RD sind noch nicht identifiziert.  
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3.1.5 Funktion der IL-17 Zytokine 
3.1.5.1 IL-17A, IL-17F 
Die biologischen Effekte von IL-17A und IL-17F sind am besten untersucht. Sie 
weisen proinflammatorische Effekte auf eine Vielzahl von verschiedenen Zellty-
pen, wie Epithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten, Osteoblasten, Chondrozy-
ten und Monozyten [16, 102], auf. IL-17A und IL-17F induzieren die Expression 
von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α [23, 103], und 
Chemokinen, wie CXCL1, CXCL6, CCL2, CCL7, CCL20 [40]. Sie steigern die 
Aktivierung und Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten [104]. Durch die 
Expression des Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors (G-CSF) und des 
Granulozyten- Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktors (GM-CSF) induzie-
ren sie die Granulopoese [39, 105, 106]. Zudem stimulieren IL-17A und IL-17F 
die Bildung von antimikrobiellen Proteinen, wie β-Defensin und Muzin [107, 108] 
sowie der Matrix-Metalloproteinasen MMP3 und MMP13 [40]. TNF-α weist einen 
synergistisch proinflammatorischen Effekt mit IL-17A auf [109]. IL-17F ist in sei-
ner biologischen Aktivität weniger potent als IL-17A. Das IL-17A/IL-17F-
Heterodimer besitzt einen intermediär stimulierenden Effekt [37, 102].  
 
In experimentellen Krankheitsmodellen wurde nachgewiesen, dass IL-17A und 
IL-17F überlappende, aber nicht immer identische, Effekte aufweisen. Ishigami et 
al. demonstrierten, dass IL-17A in der Entwicklung der experimentellen autoim-
munen Enzephalomyelitis oder der Kollagen-induzierten Arthritis eine ausschlag-
gebende, IL-17F nur eine marginale Rolle spielt [16]. In einer durch Dextran-
sulfat-induzierten Kolitis verstärkt IL-17F im Gegensatz zu IL-17A den Entzün-
dungsvorgang [102]. In den Zellen der bronchoalveolären Lavage von Asthmati-
kern ist die Expression von IL-17F und nicht von IL-17A erhöht, was durch die 
Expression des Zytokins in aktivierten Mastzellen, Th2-Zellen und basophilen 
Granulozyten auf eine Beteiligung des IL-17F in der Pathogenese von Asthma 
schließen lässt [61]. Für IL-17A ist ein stimulierender Effekt auf die Synthese des 
Tight junction-Proteins Claudin nachgewiesen, wodurch es effektiv zur Aufrecht-
erhaltung der mukosalen Barriere [76] beiträgt. Zudem wirkt IL-17A aufgrund der 
Expression des IL-17RA auf haematopoetischen Zellen. Es hemmt die Differen-
zierung von Th1-Zellen. Des Weiteren wirkt es chemotaktisch auf B-Zellen und 
synergistisch mit dem B-Zell-aktivierenden Faktor BAFF auf das Überleben und 
die Proliferation von B-Zellen [92].  
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3.1.5.2 IL-17B, IL-17C, IL-17D 
IL-17B und IL-17C stimulieren die Freisetzung von TNF-α, IL-1β durch die Mak-
rophagen-Zelllinie THP-1 [29]. IL-17C wirkt direkt stimulierend auf die Th17-
Zellen [111] . Die genauen Mechanismen dieser Stimulation sind noch uner-
forscht. IL-17C besitzt einen proinflammatorischen Effekt auf Epithelzellen, ins-
besondere die des Darmes [111]. Es stimuliert, wie IL-17A und IL-17F, die Frei-
setzung des G-CSF sowie antimikrobieller Peptide, wie β-Defensin und verstärkt 
die Chemotaxis von Neutrophilen [82]. TNF-α und IL-1β wirken synergistisch mit 
IL-17C [82]. IL-17D stimuliert die Expression von IL-6, IL-8 und des GM-CSF aus 
Endothelzellen [30]. 
3.1.5.3 IL-17E (IL-25) 
IL-17E unterscheidet sich in seiner Funktion deutlich von dem Rest der Zytokin-
familie. IL-17E induziert die Expression von Th2-typischen Zytokinen IL-4, IL-5 
und IL-13 sowie CCL5 und CCL11 [28, 84, 112]. Damit spielt es eine wichtige 
Rolle bei der Rekrutierung von eosinophilen und basophilen Granulozyten und 
führt zu der Ausprägung allergischer Reaktionen vom Typ 2. Dazu gehört ein 
erhöhter Spiegel an IgE, IgG, IgA sowie eine intestinale und pulmonale epithelia-
le Hyperplasie, Becherzellhypertrophie und Schleimsekretion [21, 84]. IL-17E 
führt zu einer sehr frühen Ausschüttung von Typ 2 Zytokinen und spielt damit 
eine wichtige Rolle in der Wirtsabwehr von Parasiten sowie während allergischer 
Reaktionen [28]. Eine IL-17E-Defizienz führt zu einer reduzierten Induktion von 
Typ 2 Zytokinen, aber auch zu einer verstärkten Expression des Typ 1 Zytokins 
IFN-γ [21]. Die IL-17E-sensitiven Zellen sind nicht alle charakterisiert. Hauptsäch-
lich handelt es sich um Zellen des angeborenen Immunsystems, welche keine 
T-Zell- oder B-Zell-Marker sowie keine Granulozyten- oder Makrophagenmarker, 
jedoch MHC Proteinen der Klasse II aufweisen [112]. Sie sind als Nicht-B-Zell-
Nicht-T-Zell CD19-, CD3-, CD4-, CD8-, CD117+ und Fcε-Rezeptor- charakterisiert 
[28, 84, 112]. Außerdem wirkt IL-17E stimulierend auf Th2-Gedächtniszellen so-
wie naive CD4+ T-Zellen in der Differenzierung zu Th2-Zellen, was die Th2-
Antwort weiter verstärkt. Des Weiteren kann IL-17E die Expression von IL-13, 
CCL17 und CCL22 in NKT-Zellen induzieren [92]. Neben der Th2-stimulierenden 
Wirkung ist ein Effekt auf Th9-Zellen nachgewiesen. IL-17E erhöht die Expressi-




3.1.6 Bedeutung von IL-17A und IL-17F in der Wirtsabwehr 
Insbesondere an den mukosalen Barrieren spielen die IL-17A und IL-17F Zytoki-
ne eine bedeutsame Rolle in der Immunabwehr. Sie sind wichtig für die Beseiti-
gung extrazellulärer Bakterien, wie S. aureus, Klebsiella pneumoniae oder C. 
rodentium [39]. Cho et al. zeigten, dass IL-17A und IL-17F aus dermalen γδ 
T-Zellen ausschlaggebend für eine effektive Immunantwort bei epidermaler Infek-
tion mit S. aureus sind. Defekte in der Expression von IL-17A und IL-17F führen 
zu größeren Hautschäden, höheren bakteriellen Besiedlungen und einer vermin-
derten Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten [15]. IL-17A und IL-17F indu-
zieren eine protektive Immunantwort bei ephitelialen Infektionen, während kein 
Einfluss bei systemischen Infektionen mit S. aureus nachgewiesen werden kann 
[16]. Im Darm unterstützen IL-17A und IL-17F durch die Stimulation der Expres-
sion von antibakteriellen Proteinen die Immunantwort bei einer Infektion mit C. 
rodentium [16]. IL-17A und IL-17F verstärken zudem die Immunantwort gegen 
Mycobacterium tuberculosis nach wiederholtem Antigenkontakt [114]. Im Gegen-
satz zu einer Infektion mit extrazellulären Bakterien, ist die Wirkung von IL-17A 
und IL-17F nicht bei einer ersten Infektion mit Mycobacterium tuberculosis von 
Bedeutung [25]. 
 
In der Abwehr von Pilzinfektionen unterstützt IL-17A die Immunantwort. Eine 
Neutralisation des Zytokins führt zu einer deutlich stärkeren Ausbreitung von 
Candida albicans oder Pneumocystiis carini sowie einer verminderten Aktivierung 
der Neutrophilen [17, 115]. 
 
Die Rolle von IL-17A und IL-17F in parasitären Infektionen wird kontrovers disku-
tiert. Immunstimulierende Effekte von IL-17A und IL-17F bei Infektionen mit 
Trypanosoma cruzi [116] oder Toxoplasma gondii [18] sind nachgewiesen. In 
IL-17A-/- Mäusen ist die Überlebensrate bei einer Infektion mit Trypanosoma cruzi 
stark vermindert und die parasitäre Besiedlung in Leber, Niere und Herz erhöht. 
Kelly et al. zeigten, dass die Deletion des IL-17R zu einer deutlich erhöhten para-
sitären Besiedlung mit Toxoplasma gondii sowie einer verminderten Migration 
von neutrophilen Granulozyten führt. Guiton et al. stellten allerdings heraus, dass 
IL-17 den Krankheitsverlauf von Toxoplasma gondii [117] verstärkt. Die Verabrei-
chung von IL-17A-neutralisierenden Antikörpern führt in untersuchten Mäusen zu 
einer verminderten Gewebeschädigung sowie einer verlängerten Lebensdauer 
[117]. Vergleichbar ist in IL-17A-defizienten Mäusen nach einer Infektion mit 
Leishmania major eine geringere Hautschädigung feststellbar [118].   
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3.2 IL-17 beim Haushuhn 
3.2.1 Gallus gallus (gg) IL-17 Familie 
Von den sechs IL-17 Zytokinen der Säuger wurden bisher fünf Mitglieder der Zy-
tokinfamilie im Genom des Haushuhnes identifiziert: gg IL-17A, gg IL-17B, gg 
IL-17C (NCBI: XM_003641945.3), gg IL-17F und gg IL-17D [8]. Gg IL-17A, gg 
IL-17D und gg IL-17F sind am besten charakterisiert. Ein Homolog des IL-17B 
und des IL-17C der Säuger ist auf Chromosom 13 beziehungsweise Chromosom 
11 im Hühnergenom kodiert [8]. Der Nachweis eines homologen IL-17E im 
Haushuhn ist bis jetzt nicht erbracht. Die Aminosäuresequenzen der untersuch-
ten IL-17 Zytokine des Haushuhnes sind zu 37-76 % homolog zu den Sequenzen 
der Säuger. Basierend auf den homologen Gensequenzen wurde gg IL-17A in 
einer EST cDNA-Bibliothek aus intestinalen, intraepithelialen Lymphozyten (IEL) 
von Hühnern isoliert, welche mit Eimeria acervulina infiziert waren [13]. Die Se-
quenz von gg IL-17A kodiert für ein Protein mit 169 Aminosäuren und einer mo-
lekularen Masse von 18,9 kDa. Die Aminosäuresequenz zeigt eine Übereinstim-
mung von 46 % zum humanen IL-17A, von 37 % zum murinen IL-17A sowie von 
40 % zum Protein des Herpes Virus Samiri 13 [13]. Die cDNA von gg IL-17F 
wurde in Concanavalin A stimulierten Milzlymphozyten identifiziert und kodiert 
ebenfalls für ein Protein mit 169 Aminosäuren mit einer molekularen Masse von 
20,5 kDa [11]. Vergleichbar zum Säuger besitzt gg IL-17F eine Homologie von 
53 % zu gg IL-17A. Mit den Säuger IL-17F teilt gg IL-17F 38-43 % der Aminosäu-
resequenzen [11]. Die Sequenz von gg IL-17D wurde aus einer cDNA-Bibliothek 
von Hodengewebe isoliert und kodiert für ein Protein mit 116 Aminosäuren und 
einer molekularen Masse von 13,3 kDa. Es besitzt mit 53-64 % eine sehr hohe 
Homologie zu den entsprechenden IL-17D der Menschen beziehungsweise der 
Mäuse [14]. IL-17D ist auf dem Chromosom 1 im Hühnergenom kodiert. Die Ge-
ne für gg IL-17A und gg IL-17F liegen auf dem Chromosom 3, in synthenischen 
Genregionen zu den korrespondierenden Chromosomabschnitten im Säugerge-
nom. Die Reihenfolge der Gene ist jedoch in umgekehrter Reihenfolge als die der 
Säuger [11]. Diese Anordnung lässt vermuten, dass es in den letzten gemeinsa-
men Vorfahren von Säugetieren und Vögeln vor über 300 Millionen Jahren zu 
einer chromosomalen Inversion der Gene für IL-17A und IL-17F gekommen ist. 
Die genetischen Verwandtschaftsbeziehungen der Zytokine IL-17A, IL-17F und 
IL-17D von Mensch, Maus, Haushuhn, Ente und Gans sind mit Hilfe eines phylo-
genetischen Baumes in Abbildung 3 (Seite 18) dargestellt. 
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Abbildung 3: Phylogenetische Analyse der Zytokine IL-17A, IL-17D und IL-17F  
Phylogenetischer Vergleich der IL-17A, IL-17D und IL-17F Zytokine von Mensch (Homo 
sapiens), Maus (Mus musculus), Huhn (Gallus gallus), Ente (Anas platyrhynchos) und 
Gans (Anser cygnoides). Der Neighbor-Joining Baum wurde auf Basis übereinstimmen-
der Aminosäuresequenzen durch den Clustal W Algorithmus mit Hilfe des Programms 
MEGA 5 erstellt [119]. Die Bootstrapwerte sind an der Basis der Baumgabelungen ange-
geben. Die Aminosäuresequenzen wurden vom National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI) bezogen. 
 
IL-17 Zytokine wurden nicht nur im Haushuhn, sondern auch im Genom der Ente 
(Anas platyrhynchos) und der Gans (Anser cygnoides) identifiziert. Alle bisher 
untersuchten IL-17-Vertreter der Vögel weisen untereinander eine hohe Homolo-
gie auf. Die cDNA von IL-17A der Enten wurde aus Concanavalin A stimulierten 
Milzlymphozyten isoliert und kodiert für ein Protein mit 169 Aminosäuren und 
einem molekularen Gewicht von 18,8 kDa [120]. Enten IL-17A weist eine Homo-
logie von 84 % zu der Aminosäuresequenz von gg IL-17A und von 36- 47 % zu 
den orthologen IL-17A der Säuger auf [120]. Die cDNA für IL-17A in Gänsen 
wurde aus Lymphozyten des Thymus isoliert [121]. Das Gänse IL-17A besteht 
ebenfalls aus 169 Aminosäuren und weist eine molekulare Masse von 18,9 kDa 
auf. Es ist zu 95,5 % und 84,6 % homolog zu IL-17A der Enten beziehungsweise 
der Hühner. Die cDNA von Enten IL-17F wurde in Concanavalin A stimulierten 
Milzlymphozyten identifiziert und kodiert für ein Protein mit 166 Aminosäuren mit 
einem molekularen Gewicht von 18,6 kDa [122]. Die Aminosäuresequenz des 
Enten IL-17F ist zu 77,5 % homolog mit gg IL-17F und zu 53,5 % mit Enten IL-
17A. Zudem weist Enten IL-17F eine Übereinstimmung von 37-46 % mit den kor-
























3.2.2 Struktur der gg IL-17 Zytokine 
Die Aminosäuresequenzen von gg IL-17A, gg IL-17D und gg IL-17F weisen 
sechs Zystein-Reste auf. Diese sind bei Mensch, Maus und Haushuhn für die 
drei aufgeführten Zytokine zwischen den Spezies hochkonserviert [11, 13, 14]. 
Die Sequenzanalysen lassen vermuten, dass die IL-17 Familienmitglieder beim 
Haushuhn ebenfalls als Dimere gebildet werden, welche über Disulfidbrücken 
miteinander verbunden sind. Es ist nicht bekannt, ob die IL-17 Zytokine des 
Haushuhnes, wie bei den Säugern, auch als Heterodimere sezerniert werden. 
Kim et al. zeigten, dass Enten IL-17A und IL-17F in vitro Heterodimer ausbilden 
können [122]. 
3.2.3 Bildung der gg IL-17 Zytokine 
Die Expression von gg IL-17A- und gg IL-17F-mRNA wurde in Mitogen stimulier-
ten Milzlymphozyten und in der Retikuloendothelialvirusinfizierten Hühner-
Lymphoblastenzelllinie CU205 nachgewiesen [11, 13]. Die CU205-Zelllinie ist als 
CD3-, CD4-, CD8-, TCR1-, TCR2- und TCR3+ charakterisiert. Basierend auf qPCR 
Analysen, ist gg IL-17A und gg IL-17F in Dünndarm und Dickdarm hoch expri-
miert, was eine wichtige Rolle in der Darmhomöostase vermuten lässt. Die Ex-
pression von gg IL-17F ist in geringen Mengen in unterschiedlichen Geweben, 
wie der Leber, der Niere, dem Herzen, und der Milz, nachweisbar [11]. Gg IL-17D 
ist, wie die Säuger IL-17D, in vielen Geweben des Huhnes exprimiert, insbeson-
dere in Thymus, Pankreas und Lunge [14]. 
3.2.4 Rezeptoren der gg IL-17 Zytokine  
Die Rezeptoren der gg IL-17 Zytokinfamilie sind weitgehend unerforscht. Die 
cDNA des gg IL-17RA wurde in einer cDNA-Bibliothek von Thymusgewebe des 
Huhnes identifiziert [123] und kodiert für ein Protein mit 855 Aminosäuren mit 
einer molekularen Masse von 96.58 kDa. Gg IL-17RA weist eine 46 % ige Homo-
logie zu der Aminosäuresequenz der humanen oder murinen IL-17RA-
Rezeptoreinheiten auf. Vergleichbar zu den Säugerrezeptoren kodiert die cDNA 
für eine transmembrane, eine extrazelluläre und eine lange intrazelluläre Region. 
Die extrazelluläre Domäne weist eine Fibronektin III-ähnliche Region auf. Der 
intrazelluläre Anteil des gg IL-17RA besitzt eine SEFIR-ähnliche Domäne [123]. 
Dies lässt vermuten, dass die Signalwege am Rezeptor für IL-17 bei Huhn und 
Mensch übereinstimmen [123].  
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Die Expression des gg IL-17RA kann auf mRNA-Ebene in vielen Geweben, wie 
Darm, Bursa, Milz, Leber, Lunge und insbesondere im Thymus und Herz, nach-
gewiesen werden. Relativ hohe Expressionen lassen sich auch in der Hühner-
Makrophagen-Zelllinie HD11 sowie in embryonalen Hühnerfibroblasten detektie-
ren. Nach Stimulation von Milzlymphozyten mit den Mitogenen Lipopolysaccharid 
oder Concanavalin A wird die Expression des Rezeptors vermindert. Dies kann 
ebenfalls nach Infektion mit Eimeria tenella im Caecum und nach Infektion mit 
Eimeria maxima im Jejunum nachgewiesen werden [123]. Entsprechend zum 
Säuger bindet gg IL-17RA gg IL-17A [123]. Eine Verminderung der Expression 
des gg IL-17RA hemmt den biologischen Effekt von gg IL-17A sowie gg IL-17F 
auf embryonale Fibroblasten [123]. Daraus ist zu schließen, dass, vergleichbar 
zum Säuger, der gg IL-17RA sowohl gg IL-17A als auch gg IL-17F bindet. Es ist 
nicht erforscht, ob gg IL-17RA ebenfalls heterodimere Komplexe bildet und ob es 
in der Affinität sowie der Verteilung der Rezeptoruntereinheiten Unterschiede 
gibt. 
3.2.5 Funktion der gg IL-17 Zytokine 
Die bis jetzt nachgewiesenen Effekte von IL-17 Zytokinen im Haushuhn sind ver-
gleichbar zu den IL-17 Zytokinen der Säuger. Gg IL-17A und gg IL-17F stimulie-
ren die Freisetzung von IL-1β, IL-6 und IL-8 in embryonalen Hühnerfibroblasten 
[11, 13, 124]. Gg IL-17D induziert ebenfalls die Expression von IL-6 und IL-8 in 
Hühnerfibroblasten [14]. Die biologische Aktivität von gg IL-17A ist, basierend auf 
qPCR-Analysen, geringfügig potenter als die von gg IL-17F [11, 123]. Gg IL-17A 
erhöht, vergleichbar zu Säugern, die Migration von neutrophilen Granulozyten 
[124]. Durch Neutralisation von gg IL-17A wird die Expression von IL-12 und 
IFN-γ erhöht. Umgekehrt vermindert gg IL-17A die Expression der Th1-




3.2.6 Bedeutung von gg IL-17A und gg IL-17F in der Wirtsabwehr 
Eimerien stellen eine der wirtschaftlich bedeutendsten Infektionskrankheiten des 
Haushuhns dar. Zu den wichtigsten Eimerienarten beim Haushuhn gehören 
Eimeria tenella, Eimeria maxima, Eimeria acervulina, Eimeria brunetti, Eimeria 
necatrix, Eimeria mitis und Eimeria praecox [118]. T-Lymphozyten und ihre 
Zytokine sind für die Immunreaktion gegen Eimerieninfektionen in Säugern und 
Vögeln essentiell [118]. Die IL-17 Zytokine können durch ihre hohe Expression im 
Darm und ihrer proinflammatorischen Effekte wichtige Mediatoren während der 
Eimerieninfektion darstellen. Die Beteiligung und die Auswirkung der IL-17 
Zytokine während Kokzidieninfektionen werden intensiv untersucht. 
Infektionsstudien zeigen eine gesteigerte Expression von gg IL-17F und gg 
IL-17A in duodenalem und jejunalem Gewebe nach Infektion mit Eimeria maxima 
[11, 123, 125]. Die Expression von gg IL-17A wird durch Eimeria tenella im 
caecalen Gewebe nicht verändert. Eine Erhöhung des mRNA-Spiegels von gg 
IL-17A in den ersten Stunden nach der Infektion ist jedoch detektierbar [124]. 
Zudem ist eine moderate Steigerung der gg IL-17F-Expression nachweisbar [11, 
123, 125]. Zhang et al. färbten gg IL-17A mit Hilfe von polyklonalen Kaninchen-
anti-Hühner-IL-17A-Antikörpern im Lysat von caecalen Eimeria tenella-infizierten 
IEL [124]. Infolge einer Infektion mit Eimeria acervulina wird die Expression von 
gg IL-17A in IEL des Duodenums stark erhöht [125].  
 
Kryptosporidien sind neben den Eimerien eine wichtige Kokzidien-Erkrankung 
der Haushühner. Cryptosporidium baileyi besiedelt vor allem den 
Respirationstrakt, die Kloake und die Bursa fabricii [126]. Durch die Infektion 
werden die Th17-typischen Zytokine IL-17, IL-1β, IL-6 und TGF-β in der Trachea 
und der Milz hochreguliert [127].  
 
Infektionsstudien haben zudem gezeigt, dass nach einer Infektion mit Salmonella 
gallinarum die Expression von gg IL-17A und gg IL-17F in der Leber und der Milz 
erhöht sind. Nach einer Infektion mit Salmonella typhimurium ist dies nicht der 
Fall [123]. 
 
Die Ergebnisse dieser Infektionsstudien lassen auf eine Beteiligung von gg 
IL-17A und gg IL-17F in der Immunantwort schließen. Die Expression der 




3.2.7 Anwendung von gg IL-17A 
Es wurden erste Studien durchgeführt, die gg IL-17A als Impfadjuvans in Form 
eines Expressionsplasmids gegen die Infektion mit Eimerien untersuchen. Ohne 
die Kombination mit einem Eimerienantigen beeinflusst dies den Infektionsverlauf 
mit Eimerien nicht [118]. Durch den Einsatz einer DNA-Impfung mit einem 
Expressionsplasmid, kodierend für das Oberflächenantigen MZP-57 von Eimeria 
tenella und gg IL-17A, wird die Ausscheidung der Oozysten sowie die intestinalen 
Läsionen stärker vermindert, als bei einer Impfung von MZP-57 allein [128]. Die 
Steigerung der Immunität infolge einer Impfung durch gg IL-17A ist abhängig von 
dem eingesetzten Impfantigen und beinhaltet noch eine große Varianz. Durch 
den Einsatz von aufgereinigtem Profilin, einem Antigen von Eimeria acervulina, 
zusammen mit gg IL-17A DNA-Vakzine in Embryonen ist der 
Immunglobulinspiegel im Serum stärker erhöht sowie die Ausscheidung der 
Oozysten nach einer Infektion weiter vermindert, als bei einer Impfung mit Profilin 
allein [129]. Demgegenüber führt die Impfung mit einer DNA-Vakzine für Profilin 
und gg IL-17A nicht zu einer Steigerung der Immunität [129]. Zhang et al. zeigten 
wiederum, dass durch die Administration IL-17-neutralisierender polyklonaler 
Antikörper die intestinalen Läsionen, die Rekrutierung von neutrophilen 
Granulozyten sowie die Oozystenusscheidung durch Eimeria tenella reduziert 
werden und die infizierten Hühner an Gewicht zunehmen [124]. 
 
Die Rolle der IL-17 Zytokine während einer parasitären Infektion wird noch 
kontrovers diskutiert und steht im Fokus intensiver Erforschung. Für definitive 
Aussagen über die Regulation der Expression während einer Infektion sowie der 
immunregulatorischen Mechanismen der IL-17 Zytokine bedarf es weiterer 
Untersuchungen. Eine wichtige Voraussetzung für die weitere Erforschung der 





































Das Haushuhn steht durch seine wirtschaftliche Bedeutung in der 
Geflügelindustrie im Fokus vieler Forschungsarbeiten. Für den Erhalt und die 
Verbesserung der Tiergesundheit sowie der Leistungsfähigkeit ist es unerlässlich, 
die Funktion und die Regulation des aviären Immunsystems zu verstehen. 
Interleukine besitzen eine Vielzahl immunregulatorischer Funktionen und können 
für eine gezielte Modulation des Immunsystems genutzt werden. Die IL-17 
Zytokinfamillie wird durch ihre Beteiligung an protektiven Immunmechanismen, 
insbesondere bei Infektionen mit extrazellulären Bakterien oder Pilzen, seit 
langem intensiv erforscht. Im aviären Immunsystem wurden Mitglieder der IL-17 
Familie identifiziert. Ihre genaue biologische Funktion, Regulation und zelluläre 
Herkunft sind jedoch weitgehend unbekannt. Die Voraussetzungen für eine 
angemessene Grundlagenforschung der aviären IL-17 Zytokine stellen neben 
Genexpressionsanalysen, Enzyme-linked Immunosorbent-Assays (ELISA) oder 
Bioassays spezifische monoklonale Antikörper (mAK) dar, wodurch eine 
Phänotypisierung der IL-17-positiven Zellen im Huhn ermöglicht wird. 
Die Technologie der mAK-Generierung mit B-Zell- Hybridomen wurde 1975 durch 
Kohler und Milstein entwickelt [130]. Obwohl die Methode mittlerweile weit 
verbreitet und standardisiert ist, bereitet die mAK Generierung gegen 
Proteinantigene, insbesondere gegen Zytokine, immer wieder Schwierigkeiten. 
Ein Problem ergibt sich aus der großen Menge an aufgereinigtem Protein, 
welches für die Immunisierung sowie das Testverfahren der Hybridome benötigt 
wird. Es können hierfür unterschiedliche Expressionssysteme genutzt werden. 
Mit Hilfe prokaryotischer Systeme werden schnell große Mengen Protein 
generiert. Das Bakterium Escherichia coli zählt zu den meist genutzten 
prokaryotischen Organismen in der industriellen Produktion von Proteinen. Die 
Bakterien sind jedoch nicht in der Lage, Proteine korrekt zu falten und alle post-
translationalen Modifikationen auszuführen. Die Ausbildung von intra- oder 
intermolekularen Disulfiden sowie die Glykosylierung von Proteinen sind nicht 
möglich [131]. Hohe Proteinexpressionen verstärken den Anteil fehlerhaft 
gefalteter Proteine, was zu proteolytischem Abbau in den Bakterien oder 
Zusammenlagerung der rekombinanten Proteinen untereinander zu so 
genannten Einschlusskörperchen führt [131]. Daraus resultieren Proteine, welche 
keine biologische Aktivität aufweisen. Die mit Hilfe prokaryotischer Proteine 
generierten mAK sind daher häufig nicht in der Lage, native Proteine in der Zelle 
zu detektieren.  
Diskussion 33 
 
Demgegenüber ergeben sich aus Expressionssystemen mit eukaryotischen 
Zellen korrekt gefaltete Proteine, jedoch ist die generierte Menge an Protein 
deutlich geringer und der Prozess langwieriger. Eine weitere Möglichkeit für die 
Generierung spezifischer mAK bietet die DNA-Immunisierung, eine Methode, 
welche ursprünglich für die Herstellung virusspezifischer Antigene etabliert wurde 
[132]. Dabei wird ein Antigen-kodierender eukaryotischer Expressionsvektor mit 
Hilfe einer Genkanone in das Gewebe appliziert. Der Vorteil liegt in der 
Produktion von korrekt gefaltetem Protein im Wirt, jedoch reicht eine alleinige 
DNA-Immunisierung nicht aus. Für eine adäquate Immunreaktion ist die 
zusätzliche Boosterung mit rekombinantem Protein notwendig. Zudem ist die 
Methode mit hohen Kosten verbunden. 
Die Herstellung spezifischer mAK, welche intrazytoplasmatisch Zytokine 
detektieren, ist in der Hühnerimmunologie noch nicht weitreichend etabliert. Dies 
schränkt die Phänotypisierung der zytokinspezifischen Zellen im Huhn stark ein. 
Lambrecht et al. und Yun et al. entwickelten im Jahr 2000 die ersten aviären 
zytokinspezifischen mAK gegen gg IFN-γ [133, 134]. Kurz darauf generierten 
Rothwell et al. gg IL-2-spezifische mAK [135]. Diese spezifischen Antikörper sind 
in der Lage, gg IFN-γ beziehungsweise gg IL-2 im ELISA oder im Western Blot 
nachzuweisen. Die IL-2-spezifischen mAK können gg IL-2 jedoch nicht 
intrazytoplasmatisch anfärben und sind somit für durchflusszytometrische 
Analysen von keinem Nutzen. Ariaans et al. etablierten eine 
intrazytoplasmatische Färbung mit einem von Lambrecht et al. generierten IFN-γ 
spezifischen mAK [136]. Eine niederfrequente CD4+ sowie CD8+ Zellpopulation 
der Milz ist mit dem IFN-γ-spezifischen mAK anfärbbar. Des Weiteren generierten 
Wu et al. anti-gg IL10 mAK mit der Eigenschaft, gg IL-10 intrazytoplasmatisch in 
Makrophagen detektieren zu können [137]. IL-17A-spezifische Antikörper wurden 
durch die Arbeitsgruppe von Yoo et al. generiert. Diese färben rekombinantes gg 
IL-17A im ELISA sowie im Lysat der Zelllinie CU205 im Western Blot [138]. 
Demzufolge sind bisher IFN-γ- sowie IL-10- spezifische mAK für die 
Charakterisierung interleukinspezifischer Hühnerzellen auf Einzelzellebene durch 
intrazytoplasmatische Färbung verfügbar. Aufgrund der fehlenden Analyse-
methoden sind die im Säuger gut definierten T-Helferzellsubpopulationen Th1, 
Th2 und Th17 [139, 140] bei Vögeln noch nicht eindeutig charakterisiert. Eine 
definitive Charakterisierung der T-Zellantwort auf Einzelzellebene ist nur mit Hilfe 
zytokinspezifischer mAK für die intrazytoplasmatische Färbung in Kombination 
mit zellpopulationsspezifischen Oberflächenmarkern möglich.  
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Ziel dieser Arbeit war, durch die Expression von Hühnerzytokinen auf der 
Zelloberfläche von eukaryotischen Zellen über einen Glykosylphosphatidylinositol 
(GPI)-Anker, eine neuartige Methode zur mAK-Herstellung zu etablieren. Mit 
dieser Methode sollen insbesondere mAK generiert werden, die für intrazelluläre 
Färbungen in durchflusszytometrischen Analysen eingesetzt werden können. 
Zudem soll durch diese Methode die Notwendigkeit von großen Mengen 
aufgereinigtem, löslichem Zytokin für die Immunisierung und das Screening der 
Hybridome umgangen werden. Der GPI-Anker ist eine post-translationale 
Modifikation von Proteinen und besteht aus einer Phosphoethanolamin-
verbindung für das C-terminale Ende von Proteinen, einem Glykan und einem 
Phospholipidende, das die Plasmamembran durchzieht (Abbildung 4, Seite 34). 
Dadurch ist der GPI-Anker in der Lage, Proteine an die Zelloberfläche zu binden 
[141]. Mehr als 250 GPI-gekoppelte Proteine sind innerhalb der Säuger, Pilze, 
Pflanzen, Insekten und Protozoen identifiziert. GPI-gekoppelte Proteine weisen 
unterschiedliche biologische Funktionen auf. Viele besitzen enzymatische 
Aktivität [141]. Das Glykangerüst aus Mannose, Glucosamin und Inositol ist dabei 
hochkonserviert, die Zuckerreste können jedoch variabel modifiziert sein [141].  
Abbildung 4: Glykosylphosphatidylinositol (GPI) -Anker  
Schematische Darstellung des GPI-Ankers auf der Zellmembran. Das Phospholipidende 
durchzieht die Plasmamembran. Das Glykangerüst besteht aus Mannose-α-1,2-
Mannose-α-1,6-Mannose-α-1,4-Glucosamin-α-1,6-Inositol [141]. Das C-terminale Ende 
des Proteins ist über ein Phosphoethanolamin mit dem GPI-Anker verbunden. (Man: 




Die Generierung spezifischer Antikörper mit Hilfe membrangebundener Proteine 
wurde bereits für drei Proteine des Plasmodium falciparum, dem infektiösen 
Agens der tropischen Malaria, getestet [142]. Im Unterschied zu Zytokinen, 
handelte es sich bei diesen Antigenen um natürlicherweise GPI-gekoppelte 
Proteine auf der Zelloberfläche der extrazellulären Form von Plasmodium 
falciparum. Aufgrund phylogenetischer Unterschiede wurden die Antigene der 
Protozoen nicht durch einen GPI-Anker, sondern durch ein murines Glykophorin 
A auf der Oberfläche der humanen embryonalen Nierenzelllinie HEK fixiert [142]. 
Die Hybridome wurden durch Immunofluoreszenz-Färbungen auf den 
transfizierten HEK getestet und selektiert. Daraus resultierten antigenspezifische 
mAK, die das endogene Protein in seiner nativen Form detektieren [142]. In der 
Hühnerimmunologie wurden auch bereits Versuche mit membrangebundenen 
Zytokinen durchgeführt. Yang et al. injizierten virusmembrangebundenes gg IL-2 
als immunstimulatorisches Adjuvans in der Immunisierung von Hühnern gegen 
Influenza, was eine deutliche Steigerung des antiviralen Antikörpertiters zu Folge 
hatte [143]. Dafür wurde eine canine Nierenzelllinie mit einem Konstrukt 
transfiziert, das die IL-2-kodierende Region mit der kodierenden Region der 
transmembranen Domäne der viralen Neuraminidase verknüpft. Bioassays 
belegen die biologische Aktivität des membrangebundenen gg IL-2. Die Infektion 
der caninen Zelllinie mit Influenzaviren führt zu einer Inkorporation der 
membrangebundenen Zytokine in das Virus. Das aus der infizierten Zelllinie 
gewonnene Virus wurde inaktiviert und auf die Expression des 
membrangebundenen Zytokins mittels Immunofluoreszenz getestet. Diese Studie 
zeigt, dass membrangebundenes Zytokin die Immunreaktion im Wirt stimulieren 
kann [143].  
In dieser Doktorarbeit wurden für die Charakterisierung der gg IL-17 Zytokine, 
HEK-Zellen mit GPI-gekoppelten gg IL-17A beziehungsweise gg IL-17F 
transfiziert. Beide gg IL-17 Zytokine besitzen für die Detektion ein FLAG-Epitop. 
Diese transfizierten Zellen wurden für die Immunisierung sowie das Screening 
der Hybridome in der Durchflusszytometrie genutzt. Indem die Zytokine in ihrer 
nativen Konformation auf den Zellen präsentiert werden, wird die 
Wahrscheinlichkeit der Generierung von mAK mit der Eigenschaft, endogene 
IL-17 Zytokine erkennen und binden zu können, erhöht. Aufgrund dieses 
Testverfahrens wurden die Hybridome auf ihre Fähigkeit, IL-17 in der 
Durchflusszytometrie zu erkennen, selektiert. Die Untersuchung des 
Färbeverhaltens der Hybridome auf transfizierten HEK-Zellen im Vergleich zu 
nicht-transfizierten HEK-Zellen ist eine effektive und schnelle Methode, 
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Hybridome zu testen. Zwei gg IL-17A-spezifische mAK (9F11, 10D5) und ein gg 
IL-17F-spezifischer mAK (1E7) wurden durch das Verfahren generiert. Die mAK 
zeigen ein zytokinspezifisches Färbeverhalten auf den transfizierten HEK-Zellen. 
1E7 weist in allen Färbungen eine geringe Kreuzreaktivität mit der transfizierten 
Zelllinie für gg IL-17A auf. Dies ist aufgrund der Homologie von 53 % in der 
Aminosäuresequenz zwischen gg IL-17A und gg IL-17F nicht verwunderlich.  
Die Spezifität der Antikörper wurden mit Hilfe rekombinanter gg IL-17 Zytokine 
weiter untersucht. Durch Inkubation der mAK mit ihrem entsprechenden IL-17 
Zytokin wird die Färbung der transfizierten HEK-Zellen gehemmt. Die 
rekombinanten Zytokine blockieren die Bindungsstelle der mAK. 1E7 wird 
entsprechend seiner Spezifität von gg IL-17F in seiner Bindung an das GPI-
gekoppelte gg IL-17F gehemmt. Die Bindung von 9F11 und 10D5 an das GPI-
gekoppelte gg IL-17A wird durch gg IL-17A und nicht durch gg IL-17F reduziert. 
Daraus lässt sich schließen, dass alle drei mAK spezifisch binden und in der 
Lage sind, natives Zytokin zu detektieren. 
Die biochemische Analyse der rekombinanten Proteine im Western Blot zeigt, 
dass gg IL-17A und gg IL-17F spontan dimerisieren. Das molekulare Gewicht der 
reduzierten Zytokine liegt bei 20,0 kDa, das der nicht reduzierten Zytokine bei 40 
kDa. Vor dem Hintergrund der Gensequenzanalysen [11] ist es wahrscheinlich, 
dass gg IL-17A und gg IL-17F, vergleichbar zu den IL-17 Zytokinen der Säuger, 
einen Zysteinknoten aus Disulfidbrücken in ihrer Struktur aufweisen.  
Die biologische Aktivität der rekombinanten gg IL-17A und gg IL-17F Proteine 
wurde ebenfalls nachgewiesen. In Folge einer Stimulation der Hühner-
Makrophagenzelllinie HD11 mit rekombinantem gg IL-17A oder gg IL-17F wird 
Stickstoffmonoxid konzentrationsabhängig freigesetzt sowie die Expression von 
IL-6 stimuliert. Die biologische Aktivität der rekombinanten Zytokine wurde durch 
die generierten mAK 1E7, 9F11 und 10D5 nicht vermindert. Unter den bisher 
generierten sechzehn IFN-γ-spezifischen mAK sind ebenfalls nur drei in der 
Lage, die biologische Aktivität von IFN-γ zu hemmen [133, 134]. Die 
zytokinspezifischen mAK binden nicht immer an das biologisch aktive, 
beziehungsweise das rezeptorbindende, Epitop der Zytokine. Damit ist eine 
Hemmung der Zytokine durch spezifischen mAK nicht immer zu erwarten. Zudem 
konnte die Bindung der dimeren Hühnerzytokine an den IL-17-Rezeptor der 
HD11 mittels Durchflusszytometrie dargestellt werden. Übereinstimmend mit den 
Daten der Säuger IL-17 Zytokine bindet gg IL-17F schwächer an die Hühner-
Makrophagenzelllinie, als gg IL-17A [97]. 
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Für das Nutzen der generierten mAK in der Forschung ist ihre Fähigkeit, natives 
gg IL-17A beziehungsweise gg IL-17F intrazellulär färben zu können, 
ausschlaggebend. Für die Validierung der mAK wurden HEK-Zellen mit gg IL-17A 
oder gg IL-17F transfiziert. 9F11 und 10D5 färben gg IL-17A in allen transfizierten 
Zellen. Dementsprechend färbt 1E7 die mit gg IL-17F transfizierten Zellen und 
weist, wie in der Oberflächenfärbung, eine geringe Kreuzreaktivität mit gg IL-17A 
auf. Die Expression von gg IL-17A und gg IL-17F kann mit Hilfe der generierten 
mAK ebenfalls in primären Hühnerzellen nachgewiesen werden.  
Für die Maus und den Mensch sind IL-17A- und IL-17F-positive Zellen 
weitestgehend identifiziert. Die Zytokine werden zu einem Großteil von aktivierten 
T-Zellen, insbesondere den Th17-Zellen, freigesetzt [40, 47]. Die Studien der 
letzten Jahre zeigen, dass beide Zytokine ebenfalls durch eine große Gruppe von 
Zellen des angeborenen Immunsystems bereits sehr früh während einer Infektion 
exprimiert werden [74]. Der proinflammatorische Stimulus von IL-17A und IL-17F 
ist für eine adäquate und schnelle Immunreaktion, insbesondere an den 
epithelialen Oberflächen, von Bedeutung. Ausschlaggebend hierbei ist die 
schnelle Aktivierung und Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten durch die 
IL-17 Zytokine. Aus diesem Grund ist eine frühe Expression von IL-17A und 
IL-17F, unabhängig von der Antigenaktivierung der T-Zellen, unerlässlich. Die γδ 
T-Zellen nehmen in diesem Zusammenhang, durch ihre TCR-unabhängige 
Aktvierung der IL-17 Expression, eine wichtige Position ein. 
Im Huhn ist die Expression von gg IL-17A und gg IL-17F in Mitogen stimulierten 
Milzlymphozyten sowie im Darm nachweisbar [11]. Infolge einer Infektion mit 
Eimerien werden die Th17-spezifische Zytokine IL-1β, IL-6 und gg IL-17A 
hochreguliert [124], was eine Freisetzung der Hühner IL-17 Zytokine durch 
aktivierte T-Zellen vermuten lässt. Aus diesem Grund wurden Milzlymphozyten 
des Haushuhnes auf ihre intrazytoplasmatische Expression von IL-17 sowie ihrer 
Oberflächenexpression von CD4 als Marker für T-Helferzellen untersucht. Die gg 
IL-17A spezifischen mAK 9F11 und 10D5 färben, übereinstimmend mit der 
Vermutung, eine abgrenzbare Population der CD4+ Milzlymphozyten für gg 
IL-17A an. Dies ist ein weiterer Nachweis für Th17-Zellen beim Huhn. 1E7 färbt 
eine etwas kleinere Population gg IL-17F-, CD4- doppelt positiver Milzzellen. 
Dies lässt vermuten, dass gg IL-17F in CD4+ Milzzellen geringer exprimiert wird, 
als gg IL-17A. Kim et al. zeigten, dass gg IL-17A auf RNA-Ebene in Mitogen 
stimulierten Milzlymphozyten ebenfalls stärker exprimiert wird, als gg IL-17F [11]. 
Dies ist gleichermaßen nach einer Infektion mit Salmonella gallinarum in der Milz 
nachweisbar [123].  
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Im Gegensatz dazu ist in murinen Milzlymphozyten, welche mit den Th17-
spezifischen Zytokinen IL-6, TGF-β und IL-1 aktiviert wurden, die Expression von 
IL-17F höher, als die des IL-17A/IL-17F-Heterodimers sowie des IL-17A-
Homodimers. Nach Re-Stimulation mit IL-23, anti-IL-4 mAK und anti- IFN-γ-mAK 
ist das höchste RNA-Level für das IL-17A/IL-17F-Heterodimer in den murinen 
Milzlymphozyten nachweisbar [144]. In humanen CD4+-Blutlymphozyten ist nach 
einer Stimulation mit Th17-spezifischen Zytokinen IL-6, IL-1, TGF-β, IL-23 sowie 
anti-IL-4 mAK und anti-IFNγ mAK, IL-17F ebenfalls stärker exprimiert, als IL-17A 
[99]. Für das Haushuhn ist ein Th17-stimulierendes Kultivierungssystem noch 
nicht etabliert, wodurch die Expressionsanalysen der IL-17 Zytokine in diesem 
Fall nicht direkt gegenüber gestellt werden können. Da es sich bei den 
untersuchten Hühnern um gesunde Tiere handelt und die Milzzellen vor der 
Färbung nur mit Hilfe von Phorbol-Myristat-Acetat und Ionomycin aktiviert und 
nicht zusätzlich mit Th17-spezifischen Zytokinen stimuliert wurden, liegt der 
prozentuale Anteil der CD4-, gg IL-17A- beziehungsweise gg IL-17F- doppelt 
positiven Milzlymphozyten in einem zu erwarteten prozentualen Bereich.  
 
Hühner weisen im Gegensatz zu Säugern einen sehr hohen Anteil von γδ 
T-Zellen auf [7]. Ihre Regulation sowie ihr Zytokinspektrum sind jedoch 
weitgehend unerforscht. Mit der Zytokinkombination aus gg IL-2 und gg IL-12 
konnte ein Kultursystem entwickelt werden, das die Proliferation der γδ T-Zellen 
in Hühnermilzzellen stimuliert. Für eine weitere Charakterisierung γδ T-Zellen 
wurden Milzlymphozyten über eine Woche mit der Zytokinkombination aus gg 
IL-2 und gg IL-12 stimuliert und mit den mAK 1E7 und 10D5 gefärbt. Die 
Expression von gg IL-17A und gg IL-17F ist in den proliferierenden TCR1+ 
Lymphoblasten nachweisbar. Es besteht eine stimulationsabhängige Steigerung 
der Expression beider Zytokine. Dies kann entweder auf den erhöhten Anteil der 
proliferierenden γδ T-Zellen in der Gesamtheit der Zellen oder auf den 
stimulierenden Effekt von gg IL-2 und gg IL-12 auf die γδ T-Zellen und deren 
Zytokinexpression zurückgeführt werden. Für das Verständnis der IL-17-
Reaktionen in den kultivierten γδ T-Zellen bedarf es weiterer Untersuchungen. 
 
Zusammenfassend ist das Verfahren, Zytokine über einen GPI-Anker auf der 
Oberfläche von eukaryotischen Zellen zu fixieren, eine erfolgreiche Methode für 
die Generierung spezifischer mAK. Die Notwendigkeit von großen Mengen an 
aufgereinigtem, rekombinantem Zytokin wird dabei umgangen.  
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Die durchgeführten Untersuchen zeigen, dass die generierten interleukin-
spezifischen mAK 1E7, 9F11 und 10D5 natives gg IL-17A, beziehungsweise gg 
IL-17F, in primären Zellen intrazytoplasmatisch detektieren. Dies ermöglicht, 
zusammen mit den entsprechenden Oberflächenmarkern, eine qualitative 
Analyse IL-17A- und IL-17F- produzierender Zellen auf Einzelzellebene.  
 
In folgenden Studien soll die Expression der IL-17 Zytokine unter Verwendung 
der mAK in unterschiedlichen Geweben des Huhnes untersucht werden. Dabei 
sollen die IL-17A- und IL-17F- positiven Zellen genau phänotypisiert werden, was 
für die weitere Charakterisierung möglicher T-Helferzellpopulationen im 
Haushuhn von Bedeutung ist.  
Insbesondere die Zytokinexpressionen der γδ T-Zellen steht im Fokus weiterer 
Untersuchungen. Im Säuger können IL-17-positive und IFN-γ-positive γδ 
Zellpopulationen mit Hilfe von Oberflächenmarkern differenziert werden. Dies 
konnte im Huhn bis jetzt noch nicht nachgewiesen werden. Durch die generierten 
mAK sind nun die notwendigen Voraussetzungen gegeben, die 
Expressionsprofile dieser zwei wichtigen Zytokine innerhalb der γδ T-Zellen des 
Huhnes zu untersuchen. 
Parallel dazu ist die Etablierung eines Th17-spezifischen Kultursystems für die 
weitere Charakterisierung der IL-17 Zytokine beim Haushuhn von Bedeutung.  
Des Weiteren kann die Bedeutung und Regulation der IL-17 Zytokine in 
Infektionsversuchen, insbesondere in Kokzidieninfektionen im Darm, mit Hilfe der 




Membrangebundenes IL-17A und IL-17F zur Herstellung spezifischer 
monoklonaler Antikörper für die intrazytoplasmatische 
Zytokinfärbung 
Die Charakterisierung der Zytokine beim Haushuhn ist Schwerpunkt vieler 
Forschungsarbeiten. Insbesondere die IL-17 Zytokine stehen, aufgrund ihrer 
immunregulatorischen Funktionen im Säuger, im Fokus der Forschung. Fünf 
homologe IL-17 Zytokine wurden im Genom des Haushuhnes identifiziert. Ihre 
Regulation und Funktion ist jedoch weitgehend unerforscht. Die 
Phänotypisierung zytokinspezifischer Zellen im Haushuhn ist nur eingeschränkt 
möglich und setzt die Generierung spezifischer mAK voraus. Die Herstellung 
zytokinspezifischer mAK basiert auf der Immunisierung von löslichem Protein.  
 
Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer neuen Methode, welche die 
Notwendigkeit großer Mengen an aufgereinigtem Zytokin umgeht. Dafür wurden 
Hühnerzytokine über einen GPI-Anker auf der Oberfläche von eukaryotischen 
Zellen fixiert. Es wurden zwei stabile Zelllinien generiert, welche gg IL-17A 
beziehungsweise gg IL-17F über einen GPI-Anker auf ihrer Oberfläche hoch 
exprimieren. Die transfizierten Zelllinien wurden für die Immunisierung und das 
Screening der Hybridome in der Durchflusszytometrie genutzt. Auf Basis des 
Färbeverhaltens der Hybridome auf transfizierten Zellen im Vergleich zu nicht 
transfizierten Zellen wurden zwei gg IL-17A-spezifische mAK (9F11, 10D5) und 
ein gg IL-17F-spezifischer mAK (1E7) selektiert. Die Spezifität der mAK wurde 
aufgrund ihrer Hemmung durch rekombinante gg IL-17-Proteine bewiesen. 
Western Blot Analysen der rekombinanten Zytokine weisen auf eine dimere 
Proteinstruktur hin. Ein proinflammatorischer Effekt von gg IL-17A und gg IL-17F 
auf die Makrophagenzelllinie HD11 ist zudem nachweisbar. Beide Zytokine 
induzieren die Expression von IL-6 sowie die Freisetzung von Stickstoffmonoxid.  
 
Die generierten mAK färben natives gg IL-17A und gg IL-17F intrazellulär in 
transfizierten eukaryotischen Zelllinien sowie in primären Hühnerzellen. In der 
Milz ist eine Population gg IL-17A- sowie gg IL-17F- produzierender CD4+ 




Zusammenfassend stellt das Verfahren, Zytokine über einen GPI-Anker auf 
eukaryotischen Zellen zu exprimieren, eine erfolgreiche Methode dar, spezifische 
mAK zu produzieren. Die generierten mAK 1E7, 9F11 und 10D5 repräsentieren, 
durch ihre Fähigkeit Zytokine intrazytoplasmatisch detektieren zu können, ein 
wichtiges Instrument, die Expression sowie die biologische Funktion von gg 
IL-17A und gg IL-17F im Haushuhn weiter zu charakterisieren und die IL-17- 




Membrane bound IL-17A und IL-17F for the generation of specific 
monoclonal antibodies applicable for intracellular cytokine staining 
The characterization of chicken cytokines is in the focus of many studies. 
Because of their immunoregulatory properties in mammals, the IL-17 cytokines 
are of high interest. Five homologous IL-17 cytokines have been identified in the 
chicken genome, but their regulation and functions are mostly unknown. The 
phenotypic characterization of cytokine specific cells in the chicken is restricted 
and depends on the availability of specific monoclonal antibodies (mab). The 
generation of specific mab is based on the immunization with soluble proteins.  
The aim of this study was to establish a new method bypassing the need for a 
high amount of purified cytokines. For this purpose, chicken cytokines were 
attached to eukaryotic cells via a glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor. Two 
stable cell lines were generated expressing GPI gg IL-17A and GPI IL-17F 
respectively. The transfected cell lines were used for immunization and screening 
of the hybridomas by flow cytometry. According to their staining profile on 
transfected cells versus non-transfected cells two gg IL-17A specific mab (9F11, 
10D5) and one gg IL-17F (1E7) specific mab were selected. The mab specificity 
was verified by inhibition with the appropriate recombinant cytokine. The 
recombinant proteins showed dimerization in Western Blot. In addition, a 
proinflammatory effect of gg IL-17A and gg IL-17F on the chicken macrophage 
cell line HD11 was demonstrated. Both cytokines induce the expression of IL-6 as 
well as the release of nitric oxide by HD11 cells. 
The mab detect intracytoplasmatic gg IL-17A and gg IL-17F in transfected cell 
lines as well as in primary chicken cells. In the spleen a population of gg IL-17A 
and gg IL-17F producing CD4+ lymphocytes is detectable, probably representing 
Th17 cells.  
In summary the expression of GPI linked cytokines on eukaryotic cells is a good 
alternative to generate specific monoclonal antibodies. The generated mab 1E7, 
9F11 and 10D5 are applicable for intracellular staining. They represent an 
important tool to further characterize the expression and biological function of gg 
IL-17A and gg IL-17F as well as to investigate IL-17 producing cells at the single 
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